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LINOLEAT- und LINOLENAT-LIPOXYGENASE-MUTANTEN 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen von pflanzlichen Li- 
poxygenasen mit veranderter Positionsspezifitat sowie die durch das Verfahren ertial- 
tene Lipoxygenase und deren Verwendung zur Hydroperoxylierung von Substraten. 

Die LOXs (LinolensSure: Sauerstoff-Oxidoreduktase; EC. 1.1 3. 11. 12; LOXs) sind im 
Pflanzen- und Tienreicli weit verbreitet (Siedow. J.N. (1991) Ann. Rev. Plant Physiol. 
Plant Mol. Biol. 42. 145-188; Yamamoto. S. (1992) Biochim. Biophys. Acta 1128. 117- 

•|31). Diese Enzyme stellen eine Familie aus eisenhaltigen Dioxygenasen dar, die 
eine bereichs- (oder positions-) und stereoseiektive Oxygenierung von Polyenfetts^u- 
ren zu Hydroperoxyderivaten katalysieren (Rosahl. S. (1996) Z. Naturforsch. 51c, 
1 23-1 38). In Saugem werden LOXs nach ihrer Spezifitat fur bestimmte Positionen 
bei der ArachidonsSureoxygenierung klassifiziert (Yamamoto. S. (1992) Biochim. 
Biophys. Acta 1128. 117-131; Schewe. T., Rapaport. S.M. & Kuhn. H. (1986) Adv. 
Enzymol. Mol. Biol 58. 191-272). Da ArachidonsSure in hdheren Pflanzen nicht vor- 
kommt Oder nur in geringen Mengen als Bestandteil von Speicherlipiden, werden 
LOXs aus Pflanzen als 9- und 1 3-LOXs klassifiziert. Diese Nomenklatur leitet sich von 
der Position ab, an der in LinolsSure (LA) die Oxygenierung erfolgt (Gardner, H.W. 
(1991) Biochim. Biophys. Acta 1084. 221-239). In jungsterZeit ist eine umfangreiche- 
|p Klassifizierung pflanzlicher LOXs auf der Gmndlage eines Vergleichs der PrimSr- 
Itrukturen vorgeschlagen worden (Shibata, D. & Axelrod, B. (1 995) J. Lipid Mediators 
Cell Signal. 12, 213-228). Die Spezifitat einer LOX fur eine bestimmte Position ist das 
Ergebnis zweier katalytischer Teilreaktionen: 



der bereichs- und stereospezifischen Entfernung von Wasserstoff, wobei bei FettsSu- 
ren. die mehrere Doppelbindungen enthalten (wie Linolensaure. Arachidons^ure oder 
EikosapentaensSure), die Wasserstoffentfemung an verschledenen Positionen erfol- 
gen kann; 
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(ii) 

der bereichs- und sterospezifischen Sauerstoff-lnsertion (wobei der Sauerstoff an 
verschiedenen Positionen (der +2 Oder -2 Position) eingefugt werden kann (Vergieich 
Figur 1 ). Somit l<ann eine Fettsaure mit 3 doppelailyiischen Metlnylenen. wie Arachi- 
dons^ure, von einer LOX zu 6 regioisomeren Hydroperoxyderivaten (HPETEs) oxy- 
geniert werden, namiich zu 15- und 11-HPETE (diese stammen aus der Entfemung 
von Wasserstoff an Position C-i3). 12- und 8-HPETE (diese stammen aus der Was- 
serstoffentfemung an Position C-10) und 9- und 5-HPETE (diese stammen aus der 
Wasserstoffentfemung an Position C-7). Experimente mit 12- und 15-LOX aus SSu- 
gem zeigten, daft die Position der Wasserstoffentfemung verandert werden Icann, 
Iwenn kritische AminosSuren durch gerichtete IVIutagenese verandert werden 
'(BomgrSber, S., Kuban, R. J.. Anton, IVl. & Kuhn, H. (1996) J. IVIol. Biol. 264, 1145- 
1153; Sloane. D.L, Leung. R.. Craik, C. S. & Sigal. E (1991) Nature 354, 149-152). 
Versuche zum Andem der LOX-Reaktivitat von einer +2 nach -2-Umlagerung Oder 
umgekehrt (z. B. Umwandein einer Linoleat-13-LOX zu einer 9-LOXs) mit Hiife gerich- 
teter Mutagenese waren bisher nicht erfolgreich. 



Der vorliegenden Erfindung lag das teclnnisclne Problem zugrunde, ein Verfahren 
anzugeben, mit dem LOXs gewunschter Positionsspezifitat bereitgestellt werden 
kOnnen. 

j^^pieses Problem wird erfindungsgemaft gelost durch ein Verfahren, bei dem eine oder 
^^^mehrere AminosSuren in einer Wildtyp-LOX ausgetauscht werden. 

Figur 1 zeigt die Spezifitat einer LOX-Reaktion mit Substraten. die zwei allylische 
Methylene enthalten. 

Figur 2 zeigt die direkte und inverse Orientierung des Substrats im aktiven Zentmm 
von LOXs. 



Figur 3 zeigt ein Modell der Enzymsubstratwechselwirkung der Wildtyp-LOX aus Gur- 
ke und der Mutante H608V (entspricht H597V, wobei bei letzterer Nomenklatur die 
Numerienjng gemSB der Sequenz aus Figur 5 angewendet wird). 

Figur 4 zeigt die HPLC-Analyse von Hydroxyfettsauren, die mit Hilfe der Wildtyp-LOX 
aus Gurke und der H597V-Mutante aus LA erhalten werden. 

Figur 5 zeigt die Sequenz der Wildtyp-LOX aus Cucumis sativus, 

Firgur 6 zeigt die HPLC-Analyse von Hydroxyfettsauren, die mit Hilfe der Mutante 
|^^^531 F aus Y-Linolensaure erhalten werden. 

Figur 7 zeigt die HPLC-Analyse von oxidiertem Trilinolein, gebildet mit Wildtyp-Enzym 
und H597V Mutante. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt der Austausch der Aminosauren im 
Bereich der Aminosaureposition 527 bis 536 bzw. 593 bis 602 der LOX aus Cucumis 
sativus Oder einer korrespondierenden Position in einer LOX aus einer anderen 
Pflanzenart. Die oben angegebenen AminosSurepositionen beziehen sich auf die 
Sequenz unter der ZugangsnummerX92890 in der NIH-Datenbank „Entrez" bzw. der 
Sequenz gemaa Figur 5. Die zu den Aminosaurepositionen 527 bis 536 bzw. 593 bis 
|p02 der Lipoxygenase aus Cucumis sativus kon-espondierenden Positionen in LOXs 
aus anderen Pflanzenarten konnen durch.Sequenzvergleiche zwischen der Sequenz 
X92890 und den weiteren Proteinsequenzen wie aus Sojabohnen, Kartoffel, Arabi- 
dopsis, Tabak Oder Gerste leicht ermittelt werden. Die folgende Tabelle 1 zeigt das 
Ergebnis eines Aminosaurevergleichs zwischen dem aus Gurken stammenden En- 
zym und den korrespondierenden Positionen in den Enzymen aus anderen Pflanzen. 
Die erste Gnjppe (13-LOX) zeigt einen Vergleich zwischen LOXs, die an Position 13 
eine Hydroperoxy-Gruppe einfuhren. wahrend die zweite Gruppe (9-LOX) einen Ver- 
gleich zwischen Sequenzen zeigt. die an Position 9 einen Hydroperoxy-Rest einfuh- 
ren. 



4 



Tabelle 1 

Vergleich der Aminosaurereste, die vermutiich an der Spezifitat einer pflanzli- 
chen LOX fQr eine bestimmte Position (13 bzw. 9) beteiligt sind. 

ENZYME Zugangs-Nr. Position d. AS- 
Rest 

AS-Restes 

13-LOX 

Gurke-Lipid-Korper LOX 
LOX-1 aus Sojabohnensamen 
L0X-H1 aus Kartoffeln 
LOX-2 aus Arabidopsis 
9-LOX 

LOX aus Kartoffel P37831 579/580 ThrA/al 

Elicitor-induzierte LOX aus Tabak X84040 580/581 Thr/Val 

LOX-A aus Gerstenkom L35931 574/575 Thr/Val 



X92890 
P08170 
X96405 
P38418 



596/597 
556/557 
614/615 
611/612 



Thr/His 
Thr/Phe 
Ser/Phe 
Cys/Phe 



Das Sequenzmotiv bei Position 527 bis 536 lautet TVNDVGYHQL gemaB dem Ein- 
buchstabencode fur AminosSuren in der hinterlegten Sequenz X92890. Das Se- 
uenzmotiv bei Position 593 bis 602 lautet lETTHYPSKY (Sequenz gemaR X92890). 



Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhnjngsform erfolgt der Austausch an Position 
531 und/oder 597 der Sequenz X92890. An Position 531 befindet sich inn Wildtyp ein 
Val-Rest und an Position 597 ein His-Rest. 



Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Rest an Position 531 durch 
einen Phe- Oder His-Rest und an Position 597 durch einen Val- Oder Phe-Rest er- 



Ganz besonders bevorzugt ist eine Ausfuhrungsform bei der der Austausch an Posi- 
tion 531 einen Val- ^ Phe- und an Position 597 einen His- -> Val-Austausch darstellt. 
Vorzugsweise wird jeweils nur einer der genannten Austausche in einem vorgegebe- 
nen Wildtyp durchgefuhrt. Dabei fuhrt der Austausch in dem Bereich der Aminosau- 
reposition 527 bis 536 dazu. dafS die 13-LOX aus dem Lipidkorper von Cucumis sati- 
vus in eine y-Linolensaure 6-LOX umgewandelt wird. wahrend der Austausch an Po- 
sition 597 zu einer Umwandlung der Linolsaure 13-LOX in eine Linolsaure 9-LOX 
fuhrt. Im folgenden werden diese beiden Mutanten auch als V531F und H597V be- 
zeichnet. Die Wildtypsequenz ist als Figur 5 gezeigt. Die Positionen 531 und 597 sind 
markiert. 

•t orzugsweise erfolgt der Austausch der Aminosauren in dem Wildtyp mit Hilfe der 
gerichteten Mutagenese. wie sie im Stand der Technik hinlSnglich bekannt ist (vgl. z. 
B. Feussner. I., Bachmann, A.. Hohne, M. & Kindl, H. (1998) FEBS Lett. 431. 433- 
436). 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin LOX-mutanten, die nach den oben be- 
schriebenen Verfahren erhSltlich sind. Bevorzugte Mutanten sind die V531 F und 
H597V, wie oben nSher eriautert. Die erfindungsgemaUen LOXs lassen sich mit Hilfe 
der aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren, wie der gerichteten Mutagene- 
se, und der anschlieflenden Proteinexpression herstellen. 

^ie vorliegende Erfindung betrifft femer Nukleinsauren. die fur die erfindungsgema- 
Sen LOXs kodieren. Ausgehend von den im Stand der Technik verfugbaren Wildtyp- 
sequenzen,. lassen sich die erfindungsgemafien Sequenzen durch gerichtete Muta- 
genese herstellen. 

Femer betrifft die voriiegende Erfindung Vektoren, in die die erfindungsgemafien 
Nukleinsauren zum Zwecke der Klonierung und Expression eingebracht werden. Ent- 
sprechende Klonierungs- und Expressionsvektoren sind dem Fachmann aus dem 
Stand der Technik hinianglich bekannt (vgl. Maniatis et al. Molecular Cloning, A Labo- 
ratory Manual (1989). Cold Spring Hator Laboratory Press). 
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Die vorliegende Erfindung betrifft femer eine Zelle, in die die erfindungsgemalie Nu- 
kleinsaure Oder der erfindungsgemaSe Vektor eingebracht werden. Nach Einbringen 
der Nukleinsaure bzw. des Vektors ist die Zelle dann in der Lage, eine LOX erstmaiig 
Oder in verstarktem MaRe zu exprimieren. Auf diese Weise kann das FettsSuremu- 
ster einer Zelle gezielt verandert werden mit dem Ergebnis, dali der PhSnotyp der 
Zelle in verschiedener Hinsicht verandert werden kann. Hierzu zahit u. a. eine andere 
Zusammensetzung der Zellmembran. 

chlieRlich konnen durch in vitro -Kultivierungsverfahren aus den o. g. Zellen neue 
Pflanzen bzw. Pflanzenteiie regeneriert werden. Zum Herstellen solcher transgener 
Pflanzen kann beispieisweise das bekannte Transformationssystem auf der Basis 
von Agrobakterien und Ti-Plasmid-Derivaten eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen LOXs eriauben erstmaiig das Herstellen neuery- 
Linolensaure-Derivate In groSem MaSstab. Hierzu wird y-Linolensaure als Substrat 
mit den erfindungsgemSSen LOXs unter geeigneten Bedingungen inkubiert. Je nach 
eingesetzter LOX-mutante erfolgt dann eine Hydroperoxylierung der y-Linolensaure 
_ vorzugsweise an Position 6 bzw. Position 9 bzw. Position 6 und 9. 

^^^Besonders bevorzugt ist ein y-Llnolensaure-Derivat, das eine Hydroperoxygruppe ah 
Position 6 enthalt. Das Derivat kann dann einfach in das Hydroxyderivat QberfCihrt 
werden. 

Ein soiches y-Linolensaurederivat war bisher nicht zuganglich, da es an einer LOX 
mit geeigneter Positionsspezifitat fehlte. 



Die weiteren Beispiele dienen der Eriauterung der Erfindung. 



1. Herstellen der Mutante H597V 



Materialien: 

Die verwendeten Chemikalien wurden aus den folgenden Quellen bezogen: die 
Standards fur chirale und racemische HydroxyfettsSuren wurden von Chayman 
Chem (Ann Arbor. Mi, USA) und Trilinolein (TL) von Sigma. Deisenhofen. 
(Deutschland) bezogen. Methanol, Hexan, 2-Propanol (allesamt HPLC-Grad) wurden 
von Baker (Griesheinn, Deutschland) bezogen. Restriktionsenzyme wurden von New 
jpngland BioLabs (Schwalbach, Deutschland) bezogen. 

Gerichtete Mutagenese und Protelnexpression: 

FQr die bakterielle Expression der Wlldtyp-LOX und der LOX-Mutante und fur die ge- 
richtete Mutagenese wurde das Plasmit pQE-30 (Qiagen, Hilden, Deutschland) ver- 
wendet, das die cDNA der LOX aus Lipidkorpem von Gurkenkotyledonen als Insert 
enthielt (LOXpQE 30; vgl. Feussner. I.. Bachmann. A.. HOhne. M. & Kindl, H. (1998) 
FEBS Lett. 431 , 433-436). Die Mutagenese wurde mit Hilfe des QuikChange- 
Mutagenese-Kits von Stratagene (Heidelberg, Deutschland). durchgefuhrt. Oligonu- 
Ikleotide mit den geeigneten Basenaustauschen wurden von MWG-Biotech 
XEbersberg, Deutschland) bezogen. Zur Analyse der Mutationen wurden weitere kon- 
servative Basenaustausche eingefuhrt, urn neue Restriktionsspaltstellen zu erzeugen 
Oder bestehende zu deletieren. Weiterhin wurden samtliche Mutationen sequenziert, 
und mindestens drei verschiedene Bakterienklone wurden exprimiert und fur die Un- 
tersuchung der enzymatischen Eigenschaften eingesetzt. Die Expression von LOX- 
pQE-30 und samtlicher Mutanten wurde gemali Feussner. I.. Bachmann. A., HOhne, 
M. & Kindl, H. (1998) FEBS Lett. 431. 433-436. durchgefuhrt. Zellen aus 1-Liter- 
Kulturen wurden in 5 bis 7 ml Lysis-buffer resuspendiert und mit Hilfe einer Ultra- 
schallspitze mit Pulsen fur jeweils 30 Sekunden aufgebrochen. und die Zelitrummer 
wurden pelletiert. Die Affinitatsaufreinigung der polyHis-veriangerten LOX wurde wie 
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zuvor beschrieben durchgefuhrt (vgl. Feussner, I., Bachmann, A., Hohne, M. & Kindl, 
H. (1998) FEBS Lett. 431, 433-436). 

Aktivitatsassay und Probenaufbereitung: 

FQr die Produktanalyse wurden 0,9 ml der Zell-Lysate mit 0,9 mM LA, 0.9 mM y- 
Linolensaure oder 1.2 mM Trilinolein (Endkonzentration) in 100 mM Tris-Puffer pH 7.5 
fiir 30 Minuten be! Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktlonen wurden abgestoppt 
durch den Zusatz von Natriumborhydrid, um die gebildeten Hydroperoxyfettsauren zu 
M^den entsprechenden Hydroxyverbindungen umzuwandeln. Die Proben wurden auf 
^^BjH 3 angesSuert. und die Lipide wurden extrahiert (vgl. Bligh. E.G. & Dyer. W. J. 
(1959) Can. J. Biochem. Physiol. 37, 911-917). Die untere Chloroformphase wurde 
wiedergewonnen und das LQsungsmittel abgedampft. Das verbleibende Lipid wurde 
mit 0,1 ml Methanol gelost und Aliquots wurden der HPLC-Analyse unterzogen. FQr 
die alkalische Hydrolyse der Triacylglyzerine wurden die Lipidextrakte mit 0,4 ml 
Methanol verdunnt. Es wurden 80 |jl 40 % (w/v) KOH zugesetzt, und die Proben wur- 
den unter Argonatmosphare fQr 20 Minuten bei 60°C inkubiert. Nach dem AbkCihlen 
auf Raumtemperatur wurden die Proben mit Eisessig angesSuert, und die Aliquots 
wurden durch RP-HPLC analysiert. 

^^^^naiyse: 

Die HPLC-Analyse wurde mit einem Hewlett Packard 1 100 HPLC System, gekoppelt 
an einen Diodendetektor, durchgefuhrt. Die RP-HPLC derfreien FettsSurederivate 
wurde auf einer Nucleosil C-18 Saule (Macherey-Nagel, 250x4 mm, 5pm Partikel- 
groSe) mit einem Losungsmittelsystem aus MethanolAA/asser/Essigs§ure (85/15/0.1; 
v/v/v) und einer FluUrate von 1 ml/min durchgefuhrt. Die Absorption bei 234 nm 
(Absorption-des-k£)njugierten-DiensysterosjJei±ly_droxyfetts und bei 210 nm 
(Polyenfettsauren) wurden entsprechend aufgezeichnet. Triazylglyzerine. die oxyge- 
nierte LA enthielten, wurden auf einer Nukleosil C-18 SSule (Macherey-Nagel. Duren, 
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nol^asser/Ess,gsau,B (90/10/0,1; v/v/v) und als LSsungsnilttel B: Mema- 

schen Lauf von 50 „i,n bal 100 % B. DIa Ab.o^Oon bai 234 nm wu«e aufgazaichne, 

m«rarLas x « mm, 5 p. PamKe,g.».e, 

m.t a nam Usungsm,tta,sys,em aus n-Haxan/2-Propanol/Essi9s.ure (100/2/0 1 

Niadartanda. ,T1. ' ™" BakarCham., Davantar, 

ral pla • ^'"^"^ '■«-n9-«e,sys.am aus 



, _ turmit Hilfe genchleter Mutagenese: 
A ie durchgamhrtan Stml«ua,mersuct,ungan an zahlralchen Lipoxyganasan var ■ 

rrH™:r e.gaba:d::p~ , .a 

e»,an H,s-Ras. ,n dar Lipoxygenase aus dem Upldka^ar der Gurka Wg, ain gae g 
neter AngnfTspunk. sein k.nn.a zu. Ver.„dann dar Pos„,onsspe.m der 1 3- 

Z 7Z : ^^^^'^'^ "^"'^^--^ ^-5-'* Da. w«d. 

2 und d,a Mutante wurden Obaraxprimiart als po,yH,S-vanangena Fusionsproteine 
e,ne. NicKe,sepna.osa.Sau,e ge.,nig.. v.e e^ana,, argab die HPLC-C 

h<Io^::t: ^'^•^^■^-^^ Haup.p.oduk, 1 3- 

H(P)ODE (vgl. F,gur4). Fur die Mutenta H59rv wurda jadocn 9-H(P,0DE als Hauo. 
P~duk. idan.n.e. Es wurde eine waitara Mu.n.a nargeste,,., bei dl^l/HlRr 
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an Position 597 durch einen weiteren Aminosaurerest ersetzt worden ist, wobei der 
weitere AminosSurerest ein groBeres Volumen ais Valin aber ein l<leineres Volumen 
als Histidin ausfullt. Es wurde die Mutante H597l\/I liergestellt. Auch diese iVIutante ' 
zeigte eine statlce Bevorzugung der 9-H(P)ODE-Bildung. Die kinetische Charakteri- 
sierung der 13-LOX gemaii Wildtyp und der 9-LOX Mutante H597M zeigte, daS die 
Mutation zu einer stark erhohten Substrataffinitat und einer Vemngerung der Reakti- 
onsgeschwindigkeit fCihrte. Fur das Wildtyp-Enzym wurde eine Km von 1 14.9 \jM und 
ein LA Umsatz unter V„,ax Bedingung (Substrats^ttigung) von 12 s''' emnitteit (23 
Punkte wurden gemessen zwisclien 100 [iM und 250|jM LA Konzentration). Im Ge- 
gensatz dazu wurde eine Vn,ax von 2 s'"* und eine Km von 1 .333,3 pM fur die H597M 

•j/lutante berechnet (21 Punkte wurden zwischen 300 pM und 1.400 \jM LA Konzen- 
ration gemessen). Diese Daten zeigen, dad die Substratbindung durch die Mutante 
energetisch beliindert sein kOnnte. so daft melir Substrat erforderlicfi ist, urn V^axzu 
enreichen. Es wurde eine weitere Mutation untersucht. indem eine Mutante hergestellt 
wurde, in der das polare Threonin an Position 596 ausgetauscht wurde durch ein 
isoleucin, das kleiner ist. aber keine polare Hydroxygnjppe enthait. Diese Mutante 
war katalytisch aktiv (vergieichbar mit dem Wildtyp-Enzym), zeigte jedoch eine zufSI- 
lig verteilte Positionsspezifitat. 

Spezifitat der Reaktlon mit Trilinolem: 

riihere Untersuchungen der Substratspezifitat mit LOX aus den Lipidkorpem der ■ 
Gurke zeigten die FShigkeit des Enzyms, veresterte Polyenfettsauren zu oxygenieren 
(vgl. Feussner. I.. Bachmann, A.. Hohne, M. & Kindl. H. (1998) FEBS Lett. 431, 433- 
436; Feussner. I.. Balkenhohl, T.J., Porzel. A., Kuhn. H.& Wastemack, C. (1997) J. 
Biol. Chem. 272. 21635-21641). Da Triacylglyzerine keine freien Carboxylgruppen 
enthalten, wurden keine wesentlichen Unterschiede erwartet. wenn das Muster der 
Oxygenierungsprodukte des Wildtyps mit der 9-LOX Mutante verglichen wird. In der 
T-atwurde-gefundenrdaR-das-Wildtyp-Enz-ym-und-die-9^L0X-Mutanten_ eine Trilino- 
leat-1 3-LOX-Aktivitat zeigten. Jedoch waren die Raten der Trilinolein Oxygeniemng 
durch die 9-LOX Mutanten nur 50 % der Aktivitat. wie sie fur das Wildtyp-Enzym ge- 
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messen wurde. Weiterhin fQhrte die Trilinolein-Oxygenierung durch die mutierten En- 
zyme im wesentlichen zu Triacygiyzerinvarianten, in denen ein LA Rest oxygeniert 
war. Im Gegensatz dazu wurden mit dem Wildtyp-Enzym aile 3 LinolsSurereste oxy- 
geniert (vgl. Figur 7). 

2. Herstellen der LOX-Mutante: 

Die fur die Herstellung dieser IVIutante verwendeten Reagenzien und Verfaliren wa- 
ren im wesentlictien wie bereits oben fCir die H597V IVIutante beschrieben. Im folgen- 
!^^^en werden einige Abwandlungen der o. g. Verfahren. die speziell an die Herstellung 
^^Pder V531F Mutante angepaSt waren. erlSutert. 

Gerichtete Mutagenese und Proteinexpression: 

Die Ausgangs-cDNA und der Mutagenesekit waren wie oben beschrieben. Zur Ana- 
lyse der Mutation wurden weitere konservative Basenaustausche durchgefQhrt, urn 
eine neue Restriktionsspaltstelle fur BstEII zu erzeugen. Fur die Herstellung der 
Mutation V531F wurden die folgenden Primer verwendet: GCT TAT GTA ACT GTT 
AAT GAT TTC GGT TAG CAT CAA CTT ATT AGT CAT TGG TTG CAT AC (kodie- 

• render Strang) und GTA TGC AAC CAA TGA CTA ATA AGT TGA TGG TAA CCG 
AAA TCA TTA ACA GTT ACA TAA (komplementarer Strang). Weiterfiin wurde die ' 
Mutante sequenziert und 3 verschiedene Bakterienkolonien wurden exprimiert und 
fur die enzymatischen Untersuchungen verwendet. Die Expression von LOXpQE-30 
wurde wie zuvor beschrieben durchgefQhrt. Auch die weitere Aufbereltung erfolgte 
wie bereits oben angegeben. Auch die Analyse des erzeugten Fettsaurederivats (das 
eine Hydroperoxygruppe in 6 Position enthalt). erfolgte wie oben angegeben. Das 
Ergebnis der SP-HPLC Analyse der Umsetzung von y-Linolensaure mit VSSI F ist in 
Figur 6 gezeigt. Die folgende Tabelle 2 zeigt einen Vergleich der SpezifitSt des Wild- 
typs (cslbLOX) mit der Mutante (cslbLOXVgaiF). 
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Tabelle 2 

Vergleich der Produktspezifitat von cslbLOX und cslbLOXVgaiF mit y- 
LinolensMure 



Enzym 


{13S. 11E, 9Z, 62)- 
18:2 


(10S, 12Z, 8E, 6Z) 
-18:2 


(9S, 122, 10E, 62) 
-18:2 


(6S, 122, 92. 7E)- 
18:2 


cslbLOX 


80% 


17 % 


3 % 


0 % 


cslbL0XVs3iF 


26 % 


14% 


9 % 


51 % 



I. Figurenbeschreibung 

Figur 1 zeigt. dafi die Positionsspezifitat der LOX-Reaktion von dem Ort der Was- 
serstoffabspaltung und von der Orientierung des Radikals abhangt. Die [+2]- 
Radikalanordnung zeigt daft der Sauerstoff an dem zweiten Kohlenstoffatom in 
Richtung des Methylterminus des Substrats. gezahit von der Stelle der Wasserstof- 
fentfemung, eingefuhrt wird. [-2] zeigt die inverse Orientierung der Radikal- 
anordnung. 

Figur 2 zeigt die direkte und inverse Substratorientierung an der aktiven Stelle der 
|LOX (abgewandelt von Gardner, H. W. (1989) Biochim. Biophys. Acta 1001, 274- 
'si). 

Figur 3 zeigt ein 3-dimensionales Model der Enzymsubstratwechselwirkung. In der 
linken Abbildung ist das Wildtyp-Enzym gezeigt. Hier tritt der Methylterminus des 
Fettsauresubstrats in Kontakt mit der Seitenkette H608. Der geladene Rest R758 
wird durch den Rest H608 abgeschinnt In der rechten Abbildung wird die Mutante 
H608V (= H597V) gezeigt. Bei der inversen Orientienjng kann die negativ geladene 
CamoxylgTuppe-des-Substrats-eine-Salzb 
von R758 ausbilden. 
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Figur 4 zeigt die HPLC-Analyse von Fettsauren mit der Mutante H597V. Gleiche 
Mengen an LOX-Protein wurden mit 0,9 mM LA be! Raumtemperatur fur 30 Minuten 
inkubiert. Nach Reduktion der Lipide mit Natriumborhydrid wurde die Reaktionsmi- 
schung auf pH 3 mit Essigsaure angesauert, und die Lipide wurden extrahiert. Die 
oxygenierten Fettsaurederivate wurden mittels RP-HPLC isoliert, und die einzelnen 
Positionsisomere wurden mit Hilfe der SP-HPLC analysiert. Die Verhaltnisse von S 
und R wurden mit Hilfe der CP-HPLC analysiert (eingesetzte Abbiidungen). 

Figur 5 zeigt die Aminosauresequenz der Wildtyp-Lipoxygenase aus Cucumis sati- 

Figur 6 zeigt die HPLC-Analyse des Hydroxyfettsauremusters wie es mit der Mutante 
V531F und y-Unolensaure erhalten wird. 



Figur 7 zeigt die HPLC-Analyse von oxidiertem Trilinolein als Ergebnis der Umset- 
zung mit dem Wildtyp-Enzym bzw. der Mutante H597V. Gleiche Mengen an LOX- 
Protein wurden mit einer Emulsion aus 1 ,2 mM TL fur 30 Minuten inkubiert. Die Lipide 
wurden mit Natriumborhydrid reduziert, und die Reaktionsmischung wurde mit Eises- 
sig auf pH 3 angesSuert. Nach der Extraktion der Lipide erfolgte die Analyse mittels 
RP-HPLC. Ein representatives Chromatogram dieser Analyse ist gezeigt. Die Zahlen 
|narkieren die erhaltenen LOX-Reaktionsprodukte: 1 bedeutet ein TL-Derivat, enthal- 
'end eine oxygenierte Fettsaure; 2 bedeutet ein doppelt oxygeniertes TL-lsomer. und 
3 bedeutet ein 3-fach oxygeniertes TL. Zur Analyse der Positionsisomere der LA Re- 
ste wurden die freien Fettsaurederivate mittels alkalischer Hydroiyse und anschlie- 
(iender RP-HPLC erhalten. Die Positionsisomere der Hydroxy-Linolsaure (HODE) 
wurden als molare Verhaltnisse dargestelit, wie sie mittels SP-HPLC ermittelt wurden, 
wie in den eingefugten Abbiidungen gezeigt. Optische Isomere wurden mittels CP- 
HPLC bestimmt. 
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Verwendete Abkiirzungen sind: 



CP-HPLC fur 
RP-HPLC fur 
SP-HPLC fur 
HPETE for 
13-H(P)ODE fQr 
OktadekadiensSure; 
9{HP)0DE fur 
ktadekadiensSure; 

fur 

LOX fur 
TL fur 



chirale Phase HPLC; 

Umkehrphasen HPLC; 

Direktphasen HPLC; 

Hydroperoxyarachidonsaure; 

(13 S. 9 2, 11 E)-13-Hydro(pero)xy-9,11 

(9 S. 10 E. 12 Z)-9-Hydro(pero)xy-10,12 

LinolsSure; 

Lipoxygenase; 

Trilinolein 



15 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Herstellen einer pflanzlichen Lipoxygenase mit veranderter Po- 
sitionsspezifitat, umfassend den Schritt 

- Austauschen einer oder mehrerer Aminosauren in einer Wildtyp- 
Lipoxygenase 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dalS der bzw. die Ami- 
nosaureaustausch(e) im Bereich der Aminosaureposition 527 bis 536 und/oder 
593 bis 602 der Lipoxygenase aus Cucumis sativus Oder einer korrespondie- 
renden Position in einer Lipoxygenase aus einer anderen Pflanzenart erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Austausch an 
Position 531 und/oder 597 der Lipoxygenase aus Cucumis sativus Oder einer 
korrespondierenden Position in einer Lipoxygenase aus einer anderen Pflanze 
erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet dali der Austausch an 
Position 531 zum Vorliegen eines Phe- oder His-Restes und/oder an Position 
597 zum Vorliegen eines Val- oder Phe-Restes in der Mutante fuhrt. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daS der Austausch an 
Position 531 ein Val- Phe- und/oder an Position 597 ein His- -> Val- 
Austausch darstellt 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet. dafi der 
Aminosaureaustausch durch gerichtete Mutagenese herbeigefuhrt wird. 



7. 



Lipoxygenase, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 6. 
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8. Nukleinsaure. die fur eine Lipoxygenase nach Anspmch 7 kodiert. 

9. Vektor, enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspmch 8. 

10. Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 8 und/oder einen Vektor 
nach Anspruch 9. 

11. Pflanze oder Pflanzenteil, umfassend eine Wirtszelle nach Anspruch 10. 

12. Verfahren zum Herstellen von 6-. 9- und/oder 6, 9-Hydroperoxy-y-Linolen- 
saure, umfassend den Schritt 

- Umsetzen von y-Linolensaure mit einer Lipoxygenase nach Anspruch 7. 

13. Verwendung einer Lipoxygenase nach Anspmch 7 zum Herstellen von 6-, 9- 
und/oder 6, 9-Hydroperoxy-y-Linolensaure. 

14. Y-LinolensSurederivat, enthaltend eine Hydroperoxygmppe oder eine Hydroxy- 
gmppe an Position 6. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Emndung betnm ein Verfahren zum Herstellen von pflanzlichen Li- 
poxygenasen mi. veranderter PosiUonsspezimm sowie die du^h das Verfah^n erhal- 
ene Upoygenase und deren Verwendung zur Hydroperoxyiiemng von Substfaten 
insbesondere e.auben die ertndungsgem.Ben LOXs erstmalig da= Herstellen ne.er 
r-Unolensaure-Denvata in grolSem MaSstab. Hierzu wird y-Linolensaure als Substral 
m,. den erfindungsgemaaen LOXs unter geeigneten Bedingungen inkubiert. Je nach 
eingeseaer LOXs-Mutente erfolg, dann eine Hydroperoxylie^ng der r-Lino,ensaure 
|on£ugsweise an Position 6 bzw. Position 9 bzw Positon 6 und 9. 
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1 MFGIGKNIIE GALNTTGDLA GSVINAGGNI LDRVSSLGGN KIKGKVILMr SNVLDFTE^-H 

61 SNLLDNFTEL LGGGVSFQLI SATHTSNDSR GKVGNKAYLE RWLTSIPPLF AGESVFQINF 

121 QWDENFGFPG AFFIKNGHTS EFFLKSLTLD DVPGYGRVHF DCNSWVYPSG RYKKDRIFFA 

181 NHVYLPSQTP NPLRKYREEE LWNLRGDGTG ERKEWDRIYD YDVYNDIADP DVGDHRPILG 

241 GTTEYPYPRR GRTGRPRSRR DHNYESRLSP IMSLDIYVPK DENFGHLKMS DFLGYTLKAL 

301 SISIKPGLQS IFDVTPNEFD NFKEVDNLFE RGFPIPFNAF KTLTEDLTPP LFKALVRNDG 

361 EKFLKFPTPE WKDNKIGWS" TDEEFAREML AGPNPLLIRR LEAFPPTSKL DPNVYGNQNS 

421 TITEEHIKHG LDGLTVDEAM KQNRLYIVDF HDALMPYLTR MNATSTKTYA TRTLLLLKDD 

481 GTLKPLVIEL ALPHPQGDQL GAISKLYFPA ENGVQKSIWQ lAKAYV TVND VGYHQL XSHW 

541 LHTHAVLEPF VIATHRQLSV LHPIHKLLVP HYKDTMFINA SARQVLINAN GL ISTTHYPS 

601 JCYSMELSSIL YKDWTFPDQA LPNNLMKRGL AVEDSSAPHG LRLLINDYPF AVDGLDIWSA 

661 IKTWVQDYCC LYYKDDNAVQ NDFELQSWWN ELREKGHADK PCHEPWWPKMQ TLSELIESCT 

721 TIIWIASALH AAVNFGQYPY GGYILNRPTT SRRFMPEVGT AEYKELESNP EKAFLRTICS 

781 ELQALVSISI lEILSKHASD EVYLGQRASI DWTSDKIALE AFEKFGKNLF EVENRIMERN 

841 KEVNLKNRSG PVNLPYTLLV PSSNEGLTGR GIPNSISI 
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